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Wirus nekrozy pomidora (Tomato torrado virus, ToTV; rodzaj Torradovirus; rodzina
Secoviridae) poraza Solanum lycopersicum L. wywolujac na tym gospodarzu systemiczne
nekrozy. W skrajnych przypadkach ToTV doprowadza do $mierci podatnych na infekcje
rodlin. ToTV infekuje takze Nicotiana benthamiana, wywolujac na tej roslinie chlorozy,
mozaiki oraz znieksztalcenia blaszek lisci. W ramach niniejszej pracy przedstawiono wyniki
badan majacych na celu okreslenie determinant patogenicznosci w genomie ToTV
indukujacych objawy chorobowe na S. lycopersicum oraz N. benthamiana.

W tym celu przygotowano infekcyjne klony ToTV stanowiace podstawowe narzedzie
umozliwiajace przeprowadzanie modyfikacji genomu wirusa. Infekcyjne klony ToTV
uzyskano dzieki opracowaniu strategii ich wytwarzania opartej na izotermicznej rekombinacji
pomiedzy homologicznymi fragmentami kopii RNA (cDNA) wirusa oraz zmodyfikowanego
wektora binarnego. W metodzie tej pelnej dtugosci kopie RNA1 i RNA2 wirusa umieszczano
pod kontrola sekwencji promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora oraz terminatora syntazy
nopalin w plazmidowym wektorze binarnym. Inokulacje roslin przeprowadzono metoda
infiltracji stosujac zawiesine Agrobacterium tumefaciens transformowanych klonami
infekcyjnymi ToTV. Infekcyjne czastki wirusa identyfikowano w lisciach systemicznych
infiltrowanych roslin.

Wykorzystujac infekeyjne klony ToTV wykazano, ze zmiana typu fenyloalanina (F210)
> leucyna (Lyj0) w sekwencji kodujacej domene biatka 3A wirusa (biatko uczestniczace
w transporcie) skutkuje utrata zdolnosci ToTV do porazania S. lycopersicum. Jednoczesnie
taki mutant zachowywal wcigz zdolno$¢ do infekowania i indukowania symptomow
chorobowych na N. benthamiana. Jednoczesnie zmiana Lajp>F210 odtworzyla zdolnosé
ToTV do porazania pomidora oraz N. benthamiana.

Przeprowadzajac nadekspresj¢ otwartych ramek odczytu (ang. open reading frames,
ORF) ToTV w lisciach N. benthamiana zaobserwowano, ze ekspresji N-koncowego
fragmentu poliproteiny wirusa (RNAI1) towarzyszy reakcja nekrotyczna podobna
do odpowiedzi typu nadwrazliwosci (HR, ang. hypersensitive response). Tak silna reakcja nie

jest obserwowana na N. benthamiana podczas porazenia ToTV. Na podstawie



przeprowadzonych badan opisano nowa domeng funkcjonalng ToTV, ktéra nazwano 11K.
Domena ta stanowi N-koncowy 105-aminokwasowy fragment poliproteiny kodowanej przez
RNAT1 wirusa. Wprowadzenie sekwencji kodujacej 11K do niespokrewnionego z ToTV
tagodnego wirusa ziemniaka X (Potato virus X, PVX) znacznie wzmaga jego patogenicznosé
doprowadzajac do wystapienia nekroz na N. benthamiana porazonych PVX-11K. Reakcja
nekrotyczna obserwowana na N. benthamiana podczas nadekpresji biatek wirusa czesto wiaze
si¢ z ich udzialem w hamowaniu procesu potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji gendow
(PTGS, ang. postiranscriptional gene silencing). Dalsze badania nie potwierdzity hipotezy,
ze 11K jest supresorem PTGS.

Infekcji wirusowej towarzysza zmiany ekspresji gendw u gospodarza porazonego
patogenem. Zmiany te mozna oznacza¢ w sposob ilosciowy z zastosowaniem m.in. techniki
ilosciowego PCR (RT-qPCR, ang. reverse transcription-quantitative PCR). Technika
ta wymaga przeprowadzenia normalizacji poziomu RNA, do czego wykorzystuje sie stabilnie
eksprymowane w komorce geny referencyjne. Przeprowadzona analiza poziomu ekspresji
dziesigciu genéw referencyjnych u S. lycopersicum porazonego przez m.in. ToTV wskazala,
ze geny aktyny (4CT), czynnika elongacyjnego la (EFla) oraz CAC (ang. clathrin adapter
complexes medium subunit) ulegaty najmniejszym fluktuacjom podczas infekcji wirusowe;.

ToTV powoduje straty w uprawie pomidoréw (przede wszystkim w Hiszpanii oraz
w Holandii) i z tego wzgledu w latach 2009-2013 wirus ten byl umieszczony na liscie
alertowej EPPO (ang. European and Mediterranean Plant Protection Organization). ToTV
porazal takze rosliny w sposéb utajony (rowniez chwasty). Ponadto dostepno$¢ powszechnie
wystepujacego maczlika szklarniowego — wektora ToTV — narzuca konieczno$¢ opracowania
metody umozliwiajgcej wykrywanie tego wirusa w roslinach. W tym celu opracowano test
diagnostyczny umozliwiajacy jednoczesne wykrywanie oraz rozréznienie ToTV i wirusa
mozaiki pepino (PepMV) - dwoch wirusow indukujacych systemiczne nekrozy

na S. lycopersicum.
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